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Verf ahren zur Durchfuhrung analytischer Bestimmungen und hierfur geeignetes Mtttel 

Zur Durchfuhrung anatytischer Bestimmungen durch 
Mischen und Inkubieren einer Probelosung mit wenigstens 
einem Reagenz und Messung eines Parameters im Reak- 
tionsgemisch, wobei die Probelosung von einer Aufgabestei- 
lung zu einer MeBstelle transportiert wird, transportiert man 
die Probelosung zuerst zu einem losltchen Trockenreagenz 
unter wenigstens teilweiser Auflosung des letzteren und 
transportiert dann zur MeBstelle weiter und laBt den Transport 
durch zwei verschiedene Krafte erfolgen, wobei er wenigstens 
auf einem Teil der Transportstrecke durch eine auf die Losung 
wirkende Grenzflachenkraft ais erste Kraft bewirkt wird, der 
zur Regeiung der Transportgeschwindigkeit oder Transport- 
richtung als zweite Kraft eine Zentrifugalkraft oder/und Druck- 
kraft uberiagert wird, die je nachdem, welcher Transportzu- 
stand der Flussigkeit eingestellt werden soil, groBer oder 
kleineraJsdie erste Kraft gemachtwird. (3134611) 
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Verfahren zur Durchfiihrung analytischer Bestimmungen 
durch Mischen und Inkubieren einer Probelosung nit 
wenigstens einem Reagenz und Messung eines Parameters 
im Reaktionsgemisch, wobei die Probelosung von einer 
Aufgabestellung zu einer MeBstelle transportiert wird, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man die Probelosung zuerst zu einem 15s lichen 
Trockenreagenz transportiert unter wenigstens teil- 
weiser Auflosung des letzteren und dann zur MeBstelle 
weitertransportiert -und der Transport durch zwei ver- 
schiedene Krafte erfolgt", wobei er wenigstens auf 
einem Teil der Transportstrecke durch eine auf die 

Losung wirkende Grenzf lachenkraft als erste Kraft be- 
wirkt wird, der zur Regelung der Transportgeschwindig- 

keit oder Transportrichtung als zweite Kraft eine Zen- 
. trifugalkraft oder/und Druckkraft iiberlagert wird, die 
'je nachdem, welcher Transport zustand der Flussigkeit 

eingestellt werden soil, groBer oder kleiner als die 

erste Kraft gemacht wird. 

, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch 



gekenn z e.ichnet 



daB man die erste 



physikalische Kraft in Richtung oder/und entgegen 
der Richtung der zweiten physikalischen Kraft, ein- 
" wirken laBt. 

. Verfahren nach Anspruch 1 ° d6r 2 ' dadurch 

. ^ ^ _ _ +. daB man den 

gekennzeicnnet, 

Wert der zweiten physikalischen Kraft mehrmals h6her 
und niedriger als den Wert der ers ten physikalischen 

Kraft einstellt* 
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeich.net, 
daB man wahrend der Inkubation des Reagenz-Probelosungs- 
gemisches den Wert der zwei ten ." physik alls chen Kraft 
uber den Wert der ersten physikalischen Kraft einstellt. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 4, 
dadurch g e k e n n z "e i c h n e t , 

daB man die zweite physikalische Kraft durch Ande- 
rung der Drehzahl eines Zentrifugenrotors erhoht 
oder erniedrigt. 

Rotoreinsatzelement zur Durchfiihrung. des Verfahrens nach 
den Anspruchen 1 bis 5 mit einer Zentrifugalkraft als 
zweiter Kraft, gekennzei chnet durch einen Formkorper (35) 
mit einer Probenauftragskammer (31), die mit einer Mehr- 
zahl von Reagenzfeldem (32) in Verbindung steht, die 
jeweils ein mit einem bestimmten Reagenz impragnierfes 
saugfahiges Tragermaterial enthalten, wenigstens einer 
Mischventilkammer (33, 33a) r einer Mefikammer (34) und 
Mittel (36) zum VerschlieBen der Kammern und Felder. 

AhalyseneLement zur Durchfuhrung des Verfahrens nach den 
Anspriichen 1 bis .4 mit einer Druckkraft als zweiter Kraft,, 
gekennzei chnet durch einen Formkorper (8) mit einer 
Probenauftragskammer (9) , in der sich ein saugfahiges, 
inertes zusammenpreBbares Material befindet, einer Mehr- 
zahl von Reagenztragerfeldern (5, 6, 7) , die jeweils ein 
mit einem bestimmten Reagenz impragniertes saugfahiges 
zusammenpreBbares Tragermaterial enthalten, einer MeJ3- 
kammer (21), einer uber laufkamraer (10) und einer Ent- 
liiftungsbohrung (12), sowie mit zwischen den einzelnen 
Reagenztragerfeldern (5, 6, 7) sowie der Auftragskammer (9) 
angeordneten Ventilschlitzen (1, 2, 3, 4) mit darin be- 
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weglich angeordneten Ventilstempeln sowie weiter einer 
Mehrzahl von Drucks tempe In (13, 14, 15, 16) die so an- 
geordnet sind, da6 sie unabhangig voneinander auf die 
Probenauftragskamroer <9) und die Reagenztragerfelder 
(5, 6 , 7) eine bestinmte Druckkraft auszuiiben vermogen . 
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Verfahren zur Durchf iihrung analytischer Bestimmungen und 
hierfur geeignetes Mittel 



Die Erf indung betrif ft ein Verfahren zur Durchfiihrung ana- 
lytischer Bestinunungen durch Mischen und Inkubieren einer 
Probelosung mit wenigstens einem Reagenz und Messung eines 
Parameters im Reaktionsgemisch und ein hierfur geeignetes. 
Mittel. ' 

Die Verwenduhg von Trockenreagentien auf geeigneten inerten 
Tragermaterialien ist ein seit langem bekanntes Hilfsmittel 
bei der Durchf iihrung cheia. Reaktionen, die zum qualitativen 
oder quantitativen Nachweis einer zu analysierenden Substanz 
herangezogen werden konnen. Als Beispiele seien genannt: 
DE-AS 2332 760, DE-OS 2717 817, EPA 0014 797, DE-OS 2752 352, 
DE-OS 2927 345. Diesen Verfahren ist gemeinsaia, da£ die in 
Losung befindliche Probe auf den Reagenztrager gegeben wird. 
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Von seinem Auftragsort diffundiert die Probe dann unter 
Einwirkung von Kapillarkraften in den Trager. 

Auf demWeg werden Reagentien ganz oder teilweise aufge- 
lost, die auf diese Weise gebildete Reagenz-Probelosung 
wa ndert weiter, bis sie. schlieBlich zu einer MeBzone ge- 
langt, wo die Farbintensitatsanderung optisch vermessen 
wird. Die MeBzone ist jeweils integraler Bestandteil des 
Reagenztragers . ... - , 

Wie nun z. B. aus der DE-OS 2927 345 zu entnehmen ist, 
verfen Verfahren, bei denen die Dif fusionsprozesse unge- 
steuert ablaufen und bei denen die Remission von Licht- 
strahlen direkt auf dem Reagenz trager, der im allgemeinen 
aus einer opaken Schicht besteht, gemessen wird, betracht- 
liche Problems auf, Fasermaterialien zeigen UnregelmaBig- • 
keiten, die im Mikrobereich zu unter schiedlichen Ausbrei- 
tungsgeschwindigkeiten der Flussigkeiten fiihren, es ent- 
stehen Zonen mit hoheren oder niedrigeren Reagenzkonzen- 
trationen als sie optimal sind. So wird z. B. in der 
EPA O014 797 erwahnt, daB "fcufttaschen" in- den Trager- 
materialien zu zusatzlichen Schwierigkeiten fuhren und die 
SchluBfolgerung gezogen, daB FlussigkeitsstrSme, die durch 
Kapillarkrafte erzeugt werden, "kontrolliert" werden mussen. 

per zweite wesentliche Nachteil liegt in der Remissions- 
messung selbst: 

im Gegensatz zur Durch licht-Fotometrie gibt es hier kerne 
lineare Beziehung zwischen der Konzentration einer licht- 
absorbierenden Substanz und der Extinktion. Man erhalt mehr 
• oder weniger stark gekrummte Eichkurven, in die die Ober- 
flacheneigenschaften stark mit eingehen. Darin ist ein grund- 
satzlicher Nachteil zu sehen, der die Reproduzierbarkeit 
eines analytischen Auswerteverf ahrens stark negativ beem- 
• f luBt. AuBerdem konnen damit Tests, die auf der Messung von 



sich bildenden oder abnehmenden Triibungen (turbidimetrische 
Verfahren) beruhen, grundsatzlich nicht durchgefiihrt werden. 
Diese stellen aber bei immunologischen Methoden und auch 
bei Enzymbestimmungen wie der Lipase-Bestimmung eine weit 
verbreitete zuverlassige Technik dar. 

Ein weiterer Nachteil solcher Analysenelemente 1st darin zu 
sehen, dafi unterschiedliche Reaktionsphasen bei mehrstuf iger Re- 
aktion auf getrennten Schichten der Analysenelemente nicht 
gezielt angesteuert werden konnen. Das heiBt, die Startzeit- 
punkte von Folgereaktionen hangen von der nicht konstanten 
Diffusionsgeschwindigkeit der Losung ab. 

Auch in der schichtenformigen Anordnung selbst ist ein Nach- 
teil zu sehen, da die Beriihrungsf lachen von Reagenzien, die 
sich in Bezug auf ihre Stabilitat ungiinstig beeinflussen 
konnen, relativ groB sind. Gunstiger ware es, solche Reagenzien 
streng getrennt voneinander in einem Reagenztrager anzuordnen. 

Aus obi gem geht hervor, da£ es im- Sinne der Erzielung- von 
Analysenergebnissen mit maximaler Richtigkeit und Reprodu- 
zierbarkeit notwendig ist, die genannten Nach telle zu ver- 
meiden, da sie dem Anwendungsbereich solcher "Analysenele- 
mente", die aus Re a gen ztr a gem aufgebaut sind,, relativ enge 
Grenzen setzen. . 

Aus der Sicht des Benutzers sind solche Testdurchfuhrungs- 
techniken jedoch insofern vorteilhaft, als sie eine sehr 
einfache Handhabung erlauben, da keine Reagenzlosungen an- 
gesetzt werden mussen, da das Pipettieren von Reagenz ent-' 
fa lit, keine Stabilitatsprobleme mit den in Losung immer 
instabileren Reagenzien auftreten usw. 



Der Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde, diese Vor- 
teile beizubehalten und gleichzeitig die geschilderten Nach- 
teile zu beseitigen. 
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Gelost wird diese Aufgabe erfindungsgemaB durch ein Ver- 
fahren zur Durch fanning analytischer Bestimmungen durch 
Mischen und Inkubieren einer ProbelSsung mit wenigstens 
einem Reagenz und Messung eines Parameters im Reaktions- 
gemisch, wobei die Probelosung von einer Auf gabestelle zu 
einer MeBstelle .transportiert wird, welches dadurch ge- 
.kennzeichnet ist,- daB man die Probelosung zuerst zu einem 
loslichen Trockenreagenz transportiert unter wenigstens 
teilweiser Auflosung des letzteren und dann- zur MeBstelle 
weitertransportiert und der Transport durch zwei ver- 
schiedene Krafte erfolgt, wobei er wenigstens auf einem 
Teil der Transportstreck© durch eine auf die Losung 
wirkende Grenzflaehenkraft als erste Kraft bewirkt wird, 
der zur Regelung der Transportgeschwindigkeit oder Trans- 
portrichtung als sweite Kraft eine Zentrifugalkraft oder/ 
und Druckkraft uberlagert wird, die je hachdem, weicher 
Transportzustand der Fliissigkeit eingestellt werden soil, 
grofier oder kleiner als die erste Kraft gemacht wird. 

Das neue Verfahren verb indef die Vorteile der geschilderten 
Reagenstragerteehnik mit der Genauigkeit und Fehlerfreihmt 
wblicher naBchemischer Verfahren. 

Erreicht wird dies dadurch, daB die zu analysierende Probe- 
losung (im allgemeinen mit Wasser verdiinnt) in eine Eingabe- 
stelle gegeben wird, von der aus sie auf dem Weg zu einer 
MeBstelle einen oder mehrere Trager von Trockenreagenz 
durchstromt, wobei die Reagensien ganz oder teilweise gelost 
werden. Das Durchstromen geschieht unter strenger Kontrolle 
der FlieBgeschwindigkeiten und damit der FlieBzeiten, indem 
der treibenden Grenzflachenkraft eine zweite Kraft uberlagert 
wird, die den Strom beschleuni gen, bremsen oder anhalten 
kann. Am Ende des Stromungsweges gelangt die Flussigkeit 
dann an eine MeBstelle, die nicht mit dem Reagenztrager 
identisch ist, in der ein Reaktionssignal, vorzugsweise die 
optische' Transmission, gemessen wird. 



Als Reagenzien kommen dabei einerseits solche ±n Frage, die 
voiu Tragermaterial ganz oder teilweise abgelost werden 
kSnnen, z. B. Puf fersubstanzen, Salze, Enzyme oder deren 
Substrate, andererseits solche, die am Tragermaterial ad- 
sorbtiv Oder kovalent gebunden sind und an denen dann 
eine "Festphas en-Re aktion" stattfinden kann, beispielsweise 
Ionenaustauscher, tragergeb.undene biologisch aktive Substan- 
zen wie Enzyme, Antikorper oder Antigene und ahnliche. 

Fur die Messung eines Re akt ions signals eignen sich z. B.. . 
auBer der schon erwahnten optischen Transmission je nach 
Ausfiihrungsform der MeBs telle auch .Elektrodenpotentiale, 
elektrische Leitfahigkeit, Fluoreszenzstrahlung usw. 

. im folgenden wird die Erfindung unter Bezugnahme auf die 
Zeichnung naher beschrieben. In dieser stellen dar: 

.Fig. 1a und 1 b Oben- bzw. Seitenansicht eines fur die Erfindung ge- 
eigneten Ein c atzelementes , 

Fig." 2 Darstellung des Elementes von Fig. 1a und 1b auf dem Rotor 

Fig. 3, 4 und 5 Ansichten eines anderen Analysenelementes 

zur Durchfuhrung der Erfindung, 

Fig. 6, 7, 8, 9 und 10 erfindungsgemaB erhaltene Analysen- 

resultate in graphischer Darstellung 



Je nach den uberlagerten Kraften (K 2 ) gibt es im wesent- 
lichen zwei Ausfiihrungsformen der Erfindung, wobei die 
treibenden Krafte (K 1 ) jeweils Grenzf lachen- bzw. Kapillar- 
krafte sind. 

Bei der ersten Ausfiihrungsform ist K 2 eine ZentrifugaUcraft. 

Bei diesem Analysensystem werden austauschbare Einsatzele- 
mente fur Zentrifugalanalysenrotoren, die beispielsweise 
aus einem Plastikformkorper aus Polystyrol, Plexiglas, 
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Polyurethan u. a. sowie Reagenztragerfeldern, die aus einem 
saugfahigen Tragermaterial, das mit dem Reagenz imprag- 
niert ist, oder anderen kleinen reagenzgefiillten Hohlraumen 
(z B. einer Oberflachenstriiktur im PlastikkSrper) , die in 
den Plastikkorper eingelegt sind, und einer VerschlieBfolie 
bestehen, so auf einen Rotor einer Zentrifuge gesteckt, daS 
die flussigkeitsbewegende. Kapillarkraft von der Zentrifugal- 
kraft gesteuert werden kann. Hierzu ist notwendig, daB ver- • 
schiedene Drehzahlen und damit Zentrifugalkraf te eingestellt 
werden konnen. 

Der Analysenablauf bei' dieser Aus fuhrungs form der Erfindung 
wird anhand der Figuren 1a und 1b der beigefugten Zeichnung 
naher beschrieben. Fig. 1a zeigt ein fur die Erfindung ge- 
eignetes Einsatzelement in der Aufsicht, Fig. 1b in der 
Seitenansicht iro Schnitt. 

Fig. 2 stellt schematisch dar, wie das Einsatzelement von Fig. 1 auf 
einem geeigneten Zentrif ugenrotor , wie er z. B. in der 
DE-OS 3044372 beschrieben ist, durch hier nicht gezeigte 
Befestigungsmittel aufgebracht ist, 

Wie in Fig, 1a gezeigt, ist in einem Plastikformkorper eine 
Probenauftragskammer (31) vorgesehen, die mit verschiedenen 
Reagenzfeldero I bis VII (32) in Verbindung stent, Jedes 
Keagenzfeld besteht aus einem mit einem bestimmten Reagenz 
impragnierten Stuck saugfahigen Tragers, wie z, B, Papier 
oder Vlies. (33) und (33a) sind Mischventile I wid II, (34) 
bezeichnet die Mefistelle (Kiivette) . Fig. 1b zeigt das Ein- 
. satzelement von Pig. la in Seitenansicht . (35) bezeichnet 
den Plastikgrundkorper, (36) die VerschlieBfolie durch die 
Probenauftragskammer, Reagenzfeldermischventi-le und- Me B- 
s telle abgedeckt sind. 

Die Durchfuhrung des Verf ahrens der Erfindung wird nun unter 
Bezugnahme auf Fig. 1 und 2 naher beschrieben. 



Die Probe wird in die Pxobenauf tragskammer (31) gegeben. Dann 
wird eine bestimmte Drehzahl U1 eingestellt, die geeignet 
ist, die Probe an -das Reagenzfeld I (32) heranzuf uhren . So. 
bald der Kontakt hergestellt ist, saugt die Kapillarkraft 
die Losung aufi, d. h. die Losung wird uber das Reagenzfeld (32 
transportiert..Ist.die Zentrif ugalkraft 21 kleiner als die 
Kapillarkraft K1, bleibt die Losung, sofem das Aufnahme- 
volumen des Feldes groBer ist als das Volumen der aufgegebe- ■ 
nen Probe, in dem Feld (32) . Mit der Bedingung Z1 <K1 ist 
also die Verweilzeit der Losung in R I genau festzulegen. 
VergroBert man nun die Zentrif ugalkraff auf Z2 , so daB 
Z2>K1 gilt, verlaBt die urn das auf R I befindliche Reagenz 
angereicherte Losung dieses Feld und tritt mit dem Reagenz- 
feld R II in Kontakt. Hier wiederholt sich der Vorgang. Die 
Losung wird uber R II verteiit, d." h. weitertransportiert. 
in Analogie gelten die oben be schriebenen Bedingungen. 

Der vorgang laBt sich beliebig oft wiederholen, wobei im 
hier skizzierteh Fall Reagenzfelder I bis IV durchlaufen 
werden, Naturlich konnen die Einsatzelemente anders ge- 
staltet sein und auch mehr Oder weniger Reagenzfelder auf- 
weisen. Die Krafte K n und Z n sind praktisch frei wahlbar, 
was vor allem fUr letztere durch die stufenlose Einstellung 
von Z technisch sehr einfach realisiert werden kann. . 
Die Durchfuhrung von Analysenverfahren gewinnt dadurch an. 
Vorteilen, daB man die dazu benotigte Zeit so kurz wie 
moglich halt. Deshalb sollte auch die Verweilzeit der 
Losung auf den Reagenzfeldem so kurz wie moglich sein. 
Es ist moglich, die Zentrif ugalkraft Z so groB zu wahlen, 
daB die Losung von den Kapillarkraften nur gebremst wird, 
d. h. die Losung kommt nicht zum Stehen, sondern wandert 
mit von der Kraft (Z n - K n ) hervorgerufener Geschwindig- 
k.eit durch die entsprechenden Reagenzfelder. Findet -dieser 
Vorgang in Sekunden ' oder Sekundenbruchteilen statt, so ist 
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es leicht moglich, daJi sich an der Losungsfront hohere 
Reagenzkonzentrationen einstellen, d. h. in Richtung Zentri- 
fugalkraft baut sich iiber das Losurtgsvolumen ein Konzen- 
trationsanstieg auf. 

Zur Einhaltung definierter Reaktionsbedingungen gehort es 
jedoch., einheitliche Konzentrationsverhaltnisse - wenn 
notig - einzustellen. Um derartige Inhomogenitaten zu be- 
seitigen, wird erf indungsgemaB ein sogenanntes Misch- 
ventil (33) vorgesehen. Das Mischventil (33) weist eine in. 
Richtung der Zentrifugalkraf t geschlossene Begrenzungs- 
wand auf. Am Boden ist eine schrag nach unten entgegen der 
St romungs richtung von Probeauftragskammer zu MeBstelle ange- 
ordnete grenzf lachenaktive Kammer, z. B. Kapillare angeord- 
net, welche an ihrem unteren Ende urnbiegt und zum Reagenz- 
feld V weiterfuhrt. Solange die Zentrifugalkraft Z3 groBer 
ist als die Kapillarkraft in der Bodenkapillare K3, wird die 
Flussigkeit an der Begrenzungswand f estgehalten . Senkt man, 
Z3 unter den Wert von K3, so saugt die Kapillare die Fliis- 
sigkeit selbstandig aus dero Mischraum (33) in die zugehbrige 
Kapillare ab, wobei vorher bestehende Gradienten beseitigt 
werden und die Kapillarkraft transportiert die -Pliissigkeit 
zum Reagenzfeld V. Allgemein ausgedruckt wirkt daher hier die 
Kapillarkraft in der Kapillare des ' Mis chven tils (33) iiraner 
als Transportkraft, wenn Z<K ist. 

Die Standzeit ira Mischventil (33) ist wiederum frei wahlbar 
durch die Einstellung der Bedingung Z M > K M . Die Bedingung 
fUr den Transport ist also genau umgekehrt zu den oben be- 
schriebenen Bedingungen. • 

Die weiteren Schritte iiber die Reagenzfelder .V bis VII und 
iiber das Mischventil II (33a) brauchen nicht erneut beschrie- 
ben werden, sie ergeben sich aus Analogiebetrachtungen zu 
den vorigen Schritten. In der erlauterten Ausf uhrungs f orm 
ist das Mischventil (33a) hilfreich, um eine homogene Losung 
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in die Kiivette (34) zu befordern. In bekannten. Ausfuhrungs- 
formen vori Zentrifugalanalyzern ist das Mischen ein auf- 
wendiger Vorgang, der z. B. durch starkes Beschleunigen und 
Abbremsen der Zentrifuge oder das " Durchs tromen der Losung 
mit Luft bewirkt wird. " Die.s wird erf indungsgemaB mit tech- 
nisch einfachen Mitteln vermieden. 

Bei der zweiten Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist eine 
Druckkraft. 

In den Fig. 3, 4 und 5 der Zeichnung werden fur .diese Aus- 
f uhrungsf orm geeignete Mittel in Form von wegwerfbaren 
Analyserielementen dargestellt. 

In Fig. 3 ist ein derartiges Element in Aufsicht, in Fig.' 4 
in der Seitenansicfit schematisch dargestellt. Der aus einem 
geeigneten Material, vie z. B. Plastik bestehende Formkorper 
(8) weist Re agenztragerf elder (5, 6, 7) auf f die in den 
Plastikkorper eingelegt sind. Durch eine elastische Ver- 
schlieBfolie (11) sind diese Reagenz tragerf elder abgedeckt. 
Eine Probenauftragskammer (9) enthalt ein saugfahiges iner-. 
tes zusammenpreBbares Material, das beispielsweise in ent- 
lastetem Zustand 15 jil Fliissigkeit aufnehmen kann und im zu- 
sammengepreBten Zustand beispielsweise 2 pi. Fliissigkeit zu- 
ruckhalt. Eine Ausbuchtung im Korper (8) dient als MeBstelle 
bzw. Kiivette (21). Der Korper (8) weist auBerdem eine. tiber- 
laufkammer (10) und eine Entliif tungsbohrung (12) auf. 

Ventilschlitze (1, 2, 3, 4) dienen zur Aufnahme von Ventil- 
stempeln, mit denen die einzelnen Re agenztragerf elder von- 
ei nan der getrennt werden konnen. AuBerdem sind Druckstempel 
(13, 14, 15,16) vorgesehen, deren Grundflache genau der 
Flache der jeweiligen Reagenz tragerf lache entspricht und 
die dazu dienen, gefiillte Reagenz f elder zusammenzudriicken 
(Fig. 5) . 
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Der Verfahr&nsablauf bei dieser Ausfuhrungsform der Erfindung 
ist folgendermaBen: 

Die Probe wird in die Auf tragskammer (9) gebracht, indem die 
Folie (11) nit einer Nadel durchstochen wird. Es wird eine 
solche Menge injiziert, da.B sich das inerte , saugfahige 
Vlies in der Rammer (9) vollstandig fullt, aber keine Los ung 
abgibt. AnschlieBend wird z. B. durch eine geeignete Steue- 
rungsvorrichtung, der Stempel (13) auf das Feld (9) gedruckt, 
so daB die Fliissigkeit dieses Feld verlassen muB und mittels 
der Kapillarkraft in das Feld (5) transportiert wird. tiber 
die Kohasion der Flussigkeit wird diese praktisch vollstandig 
.nach (5) uberfuhrt. AnschlieBend wird der Ventilstempel (17) 
z. B. ebenf alls fiber einen geeigneteii Mechanismus gesteuert, 
heruntergedruckt, so daB (5) von der Auf tragskammer (9) ab- 
• getrennt ist. Die Folie (11) paBt sich jeweils den Konturen 
an und dient als Dichtmembran. Die Probelosung kann eine 
frei wahlbare.Zeit lang im Feld <5) stehen gelassen werden, 
in der Kegel lost sich allerdings das im Feld (5) befindliche 
Trockenreagenz innerhalb weniger Sekunden. 

Im nachsten Schritt wird der Stempel (14) auf das Feld (5) 
gedruckt, so daB die Flussigkeit dieses Feld verlassen muB 
und iiber die*apillare Ansaugwirkung des Feldes (6) in dieses 
hineintransportiert wird. Danach wird der Ventils tempel (18) 
herunter gedriickt, so daB der Kontakt zu Feld (5) unterbrochen 
ist. Wiederum kann die Zeit zur Ab- oder Auflosung des Reagenz 
in Feld (6). frei gewahlt werden (wobei es sich wiederum im 
allgemeinen urn Sekunden dauernde Vorgange handelt) ... 

Sollte sich bei dem Fliissigkeits transport, durch Kapillar- 
krafte und bei dem EinstrSmen in das Reagenzfeld ein Kon- 
zentrationsgradient aufbauen, kann dieser dadurch beseitigt 
werden, daB man vor den Weitertransport nach Feld (7) einen 
Mischvorgang einschaltet. Durch Andriick en des Ventilstempels 
(19) r Abheben des Ventilstempels (18) und des Stempels (14) 
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und Andriicken des Stempels (15) , wird die Fliissigkeit nach 
Feld . (5) zuriicktransportiert* Durch Anheben von Stempel (15) 
und Andrucken von Stempel (14) wird die Fliissigkeit wieder 
nach Feld (6) zuriickbefordert. Gegebenenf alls kann diese 
Vor-Ruck-Bewegung mehrere Male wiederholt werden, Zum SchluB 
wird dann wieder der Zustand hergestellt: Stempel (14) . ange- 
driickt, Ventilstempel (18) angedriickt. 

Der Weitertransport der Fliissigkeit von Feld (6) nach Feld 
(7) erfolgt nach gegebenenf alls Abheben von Ventilstempel 

(19) in analoger Weise durch Andriicken von Ventilstempel" 
(18) und Andrucken von Stempel (15). Gegebenenf alls kann 
der Mischvorgang zwischen Feld (6) und Feld (7) in Ahalogie 
zur beschriebenen Weise unter Benutzung von Ventilstempel 

(20) wiederholt werden. 

Nach Auflosen des Reagenz in Feld (7) wird die so ent- 
standene Losung dann durch Andriicken von Ventilstempel (19) 
und Andrucken von Stempel (15) in die Kuvette (21) gedriickt. 

Danach wird in geeigneter Weise in einem lib lichen Verfahren 
die Extinktionsanderxing wahrend einer genii gend langen Zeit 
gemessen, Aus dieser Signalanderung kann ebenfalls mit 
ublichen Methoden die Konzentration der zu analysierenden 
Substanz berechnet werden. 

Die fur die Durch fuhr\xng der fur das Verfahren erf orderliche 
Anderung der 1. bzw. 2. Kraft zur Verfiigung stehenden MaB- 
nahmen sind fur die Zentrif ugalkraf t in erster Linie in 
Dr eh z ah lander ungen, fur die Druckkraft in Beitfegung von Druck- 
stempeln zu sehen. Die Grenzf lachenkraft kann auBer durch 
die Oberf lachengestaltung auch durch Einsatz oberf lachenakti- 
ver Mittel geregelt bzw. verandert werden. 
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Beispiele fur erfindungsgemaB durchfuhrbare Analysen sind 
die in der DE-OS P 30 44 385 beschriebenen. Insbesondere 
eignet sich das Verfahren zur Bestimmung von Glucose, 
Bilirubin, Creatinin, Albumin, EiweiB, Eisen, Hemoglubin, 
Harnstoff, Harnsaure, Triglyceride^ Cholesterin, Chlorid, 
Kalzium, Phosphat,}-GT, alkali scher Phosphate, GOT, GPT, 
Lacta tdehydrogeiiase, Lipase, Amylase, Creatinkinase , 
SchilddruSenhormonen, saure Phosphatase, Drogen, Krebsin- 
dikatoren und Gerinnungsf aktoren, wobei jeweils fvir diese 
Bestimmungen an sich bekannte Reagenzien eingesetzt wer- 
den konnen . 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter: 
B e i s. p i e 1 1 

Glucosebestimmung unter Verwendung des Einsatzelements gemafi 
Fig. 1. und 2. 

Auf Pilterpapiere der GroBe 6x6 rat und der Dicke 0,3mm 
wurden folgende Reagenzien aufgebracht und wie aus Fig. 1 
ersichtlich, im beschriebenen Einsatzelement positioniert: 

III Natriumphosphatpuf fer 6 30 ug 
2,4-DichlorphenolsufonsSure 46 6 ug 

IV 4-Aminoantipyrin 24 ug 
VII GOD (E.C. 1.1,3.4) 2200 mU 

POD (E.C* 1.11 .1.7) 



400 



Humanserumproben wurden .1 : 200 mit bidest. Wasser ver- 
dunnt. Von dieser verdunnten Losung wurden 60 ul in die 
Probenauftragskammer (1) gegeben. . 
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Es wurde bei 25 °C nach folgendem Programm zentrifugiert: 



1 . 


10 


sec 


180 


Upm 


Anfeuchten der ersten Vliese 




2. 


10 


sec 


1500 


Upm 


Ausschleudern in 1. Mischventil 


(3) 


3. 


15 


sec 


O 


Upm 


Uberfuhrung nach V 




4. 


10 


sec 


1500 


Upm 


Ausschleudern" in" 2\ Mischventil 


(3a) 


5, 


15 


sec 


O 


Upm 


Entleeren des 2. Mischventils (3a) 


6 . 


10 


sec 


150 


Upm 


uberfuhren in die Kuvette (4) 




7. 


5 


sec 


1500 


Upm 


Austreiben von Luftblasen 




8, 


225 


sec 


360 


Upm 


Messung bei 500 nm 





Die Anderung der Extinktion " in Abhangigkeit von der Zeit 
wurde gemessen .und nach einem der iiblichen "Fixed-time- 
kinetischen Verfahren" ausgewertet. Die unbekannten Konzen- 
trationen an Glucose in. der Probe wurden nach Eichung des 
Verfahrens mit einem Standard bestimmt. Die Ubereinstimmung 
mit einer Vergleichsmethode, der eine der bekannten manuel- 
len Techniken zugrunde liegt, ist sehr gut, wie aus Fig. 6 
zu erkennen ist,-welche die Ergebnisse der Vergleichsmethode 
auf der Abscisse, der erfindungsgemaBen Methode auf der 
Ordinate zeigt. 

Auf der Ordinate sind auch in den folgenden Beispielen die 
Werte mit der erfindungsgemaJBen Methode aufgetragen (Sym- 
bol ZF) . 



Bei spiel 2 

Alkalis che Phosphatase wurde auf dem Einsatzelement gemaS 
Fig. 1 und 2 bestimmt. 

Auf Filterpapiere der GroGe 6 x 6 mm und der Dicke 0,3 mm 
wurden folgende Reagenzien aufgebracht und wie aus Fig. 1 
ersichtlich, positioniert: 
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II 



III 



VI 



Natriumkarbonatpuf f er 1 200 W 

Magnesiumaspartat ^ ^ 

Natriumkarbonatpuffer 1200 

Magnesiumaspartat 16 pg 

Tris-p-Nitrophenylphosphat 313 pg 

m • 31 ug 

Tris r 



Eine Humanserumprobe wurde T : 10 mit bidest. Wasser ver- 
dunnt/ Von dieser verdunnten Losung wurden 60 pi in die 
Probenauftragskammer (1) gegeben. 

Es wurde bei 37 °C nach folgendem Programm zentrifugiert : 

1. 10 sec 180 Upm ' Anfeuchten der ersten Vliese 

2. 10 sec 1500 Upm Ausschleudern in 1. Mischveritil (3) 

3. : 15 sec 0 Upm tfberfiihrung nach V 

4. 10 sec 1500 Upm Ausschleudern in 2. Mischventil (3a) 
5 . 15. sec O Upm- Entleeren des 2. Mischventils (3a) 

6 . no sec 150 Upm Uberfuhren in die Kiivette (4) 

7. 5 sec 1500 Upm Austreiben von Luftblasen 
8- 225 sec 360 Upm Messung bei 410 nm 

Die aufgezeichneten Abh.angi gkeiten der Extinktionen von der 
Zeit warden nach einem der ublichen Verfahren, bei denen die 
Steigung der Geraden ein MaB fur die Aktivitat des zu be- 
stimmenden Enzyms ist, ausgewertet. Die unbekannten Aktivi- 
taten an Alkalischer Phosphatase in. der Probe wurden nach 
Eichung des Verfahrens mit einem Standard bestimmt. Die 
Korrelation mit einer Vergleichsmethode , der eine der be- 
kannten manuellen Techniken zugrunde liegt, ist gut, wie 
aus Fig. 7 zu erkennen ist. 
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Bilirubin-Bestimmung roi 



t dem Einsatzelement von' Fig. 1 und 2 



Auf Filterpapiere der Grofie 6 x 6 mm und der Dicke 0,3 mm 
warden folgende Reagentien aufgebracht und wie aus Fig. 1 
ersichtlich, positioniert: - 



II 



2 , 5-Dichlorpheny ldiazonium-naphtolsulf onat 68 )ig 



III cetylpyridiniumchlorid 1600 pg 

2400 pg 

Weinsaure 1 
V Nicht impragniertes Filterpapier 

Serumproben wurden 1 : 10 mit bidest. Wasser verdunnt. Von 
dieser verdiinnten Losung wurden je 60 pi in die Probenauf- . 
tragskammer (1) gegeben. 

Es wurde bei 25 °G nach folgendem Program zentrifugiert : 

Anfeuchten der ersten Vliese 
Ausschleudern in 1. Mischventil (3) 
Uberf uhrung nach V 

Ausschleudern in 2. Mischventil (3a) 
Entleeren des 2. Mischventils (3a) 
Uberfuhren in die Kiivette (4) 
Austreiben von Luftblasen 
Messung bei 550 nm 

Die aufgezeichneten Abhangigkeiten der Extinktionen von der 
Zeit wurden nach einem der iiblichen "Endpunkt-Verf ahren" 
ausgewertet; die unbekannten Konzentrationen an Bilirubin 
in der Probe wurden nach Eichung des Verfahrens mit einem 
Standard bestimmt. Die tibe reins timmung mit einer Vergleichs- 
methode, der eine der bekannten manuellen Techniken zu- 
grunde liegt, ist sehr gut; wie Fig. 8 zeigt- 



1 . 


10 


sec 


180 


Dpm 


2 . 


10 


sec 


1 500 


Dpm 


3. 


15 


sec 


O 


Upm 


4 . 


10 


sec 


1500 


Upm 


5 . 


15 


sec 


O 


Upm 


6 . 


10 


sec 


150 


Upm 


7 . 


5 


sec 


1500 


Upm 


8. 


225 


sec 


360 


Upm 
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Beispiel 4 

Creatinkinase-Bestimmung mit dem Einsatzelement von Fig. 1 
und 2 . 

Auf Filterpapiere der GroBe 6 x 6 mm und der Dicke 0 f 3 mm 
wurden folgende Reagenzien aufgebracht und wie aus Fig. 1 
ersichtlich, positioniert: 



IV 



T . , t 42 4 ug 

Imxdazol r ^ 

240 pg 

Glucose r ^ 
Magnesiumchlorid * 6H 2 0 128 pg 

EDTA-Natrium-Salz 47 

N-Acetylcystein 205 ^ g 

Adenosinmonophosphat-Natrium-Salz 157 'P<3 

Adenosindiphosphat 54 ^ g 

Diadenosinpentaphosphat-Lithium-Salz 0,6 jig 

NADP-Natriutti-Salz 110 jig 

V Hexokinase (E.C. 2.7-1.1.) 218 mU 

Glucose-6-Phosphat -Dehydrogenase (E.C. 1.1.1.49) 123 mU 

Creatinphosphat-Natrium-Salz 615 }ig 

Eine Humanseruiriprobe wurde 1 : 25 mit bidest. Wasser ver- 
dunnt. Von" dieser verdunnten Losung wurden 60 pi in die 
Probenauftragskammer (1) gegeben. 

Es wurde bei 37 °C nach folgendem Programm zentrifugiert : - 



1 . 


10 


sec 


180 


Upm 


' Anfeuchten der ersten Vliese 


2. 


10 


sec 


1500 


Upm 


Ausschleudern in 1. Mischventil (3) 


3. 


15 


sec 


O 


Upia 


uberfuhrung nach V 


4. 


10 


sec 


150O 


Upm 


Ausschleudern in 2. Mischventil (3a) 


5 . 


15 


sec 


O 


. Upm 


Entleeren des 2. Mischventils' (3a) 


6 . 


10 


sec 


150' 


Upm 


Uberfiihren in die Kiivette (4) 


7. 


5 


sec 


1500 


Upm 


Austreiben von Luftblasen 


8. 


225 


sec 


360 


Upm 


Messung bei 340 nm 



Die aufgezeichneten Abhangigkeiten der Extinktionen von 
der Zeit wurden nach einem der lib li chen Verfahxen fur 
kinetische Messungen ausgewertet, die unbekannten Akti- 
vitaten an Creatinkinase in der Probe .wurden nach- Eichung . 
des Verfahrens mit einem Standard bestimmt. Die tiberein- 
stimmung mit einer Vergleichsmethode, der eine der bekann- 
ten manuellen Techniken " zugrunde liegt, 1st sehr gut , wie 
Fig. 9 zeigt. 



Beispiel 5 

IgG-Bestimmung mit dem Einsatzelement von Fig. 1 und 2. 

Auf Filterpapiere der GroBe 6 x 6 mm und der Dicke 0,3 mm 
wurden folgende Reagenzien aufgebracht und wie aus Fig.- 1 
ersichtlich, positioniert (in -dies em Fall wurden zwei ver- 
schiedene Reagenztragerpapiere in die gleiche Kammer gege- 
ben) : 

V Natrixamhydrogenphosphat - 2H 2 0 620 pg 
Kaliurndihydrogenphosphat 107 jig 
Polyathylenglycol 6000 1570 PS 

V Antikorper gegen I^G (Titer - 16 mg/ml) 25& pg 

Eine Humanserumprobe wurde 1 : 200 mit bides t. Wasser ver- 
dunnt. Von dieser verdunnten Losung wurden 60 jil in die 
Probenauf tragskammer ( 1 ) gegeben . • 

Es wurde bei 25 °C nach folgendem Programm zentrifugiert: 

1. 10 sec 180 Upm Anfeuchten der ersten. Vliese 

2. 10 sec 1500 Upm Ausschleudern in 1. Mischventil (3) 

3. 15 sec 0 Upm tiberfuhren nach V 

4. 10 sec 1500 Upm Ausschleudern in 2. Mischventil (3a) 
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5. 15 sec O Upm Entlee.ren des 2. Mischventils (3a) 

6. 10 sec 150 Dpm Uberfuhren in die Kiivette (4) 

7. 5 sec 1500 Upm Austreiben von Luftblasen 

8. 225 sec 360 Upm Messung bei 340 nm 

Die aufgezeichneten.Abhangigkeiten der Extinktionen von der 
Zeit wurden nach einem der ublichen Verfahren zur Auswertung 
• vonkinetischen Trubungstesten ansgewertet, die unbekannten 
Konzentrationen an IgG in der Probe werden nach Eichung des 
Verfahrens mit 3 Standards unterschiedlicher Konzentration 
und Erstellung einer Eichkurve bestimmt. Die tibereinstim- 
mung mit einer Vergleichsmethode , der eine Adaptation auf 
dem Analysenautomaten . "ABA 100" der Firma ABBOTT sugrunde 
liegt, ist sehr gut, wie Fig. 10 zeigt. 



Beispiel 6 

Glucosebestimmung mit. dem Analysenelement "gemaB Fig. 3. 

Reagenztragerpapiere der GroBe 6 x 6 x 0,3 mm werden wie 
folgt hergestellt: 10 pi der Reagenzlosungen, die . 
ein Viertel der substanzmengen enthalten wie die ver- 
schieCtenen Papxere cles Beispiels in Beispiel 1, werden auf 
ein Papier der angegebenen Gro'fle gegeben. Die Losungen 
werden vollstandig aufgesaugt; anschliefiend wird das 
Losungsmittel Wasser durch Lyophilisieren aus den Papieren 
entfernt. 

Die drei verschiedenen Papiere werden in der gleichen 
Reihenfolge wie in .Beispiel 1 auf die drei Positionen. 
des Analysenelements von Fig. 3 gelegt. 

Die Probe wird 1 : 2O0 mit bices t. Wasser verdunnt. 15 ycl 
dieser verdiinnten Losung werden in die Auftragskammer (9) 
gegeben. Dann wird die Losung in der oben geschilderten 
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Weise auf den ersten Reagenztrager (5) gebracht. Verweil- 
zeit: 10 sec. AnschlieSend wird die Losung aus (5) nach 
(6) in eben falls bereits geschilderter Art und Weise ge- 
bracht. Verweilzeit: 10 sec. In an aloger Weise wird die 
Losung auf den Reagenztrager 3 (7) gebracht. Verweil- 
zeit: 5 sec. Von dort wird die Losung durch langsames Ab- 
senken des Stempels ( 16) in die Kiivette (21) gebracht. In 
ihr wird in bekannter Weise die Extinktion bei 500 nm in 
Abhangigkeit von der Zeit verfolgt. Aus dem Verlauf die- 
ser Kurve kann mit dem bekannten "Fixed-time-kinetischen" 
Verfahren nach Eichung mit einem Standard die Glucosekon- 
zentration in unbekannten Proben "bes timmt werden. 

Es wurden waBrige Losungen mit den Konzentrationen 50, 
100, 150, 200, 300 und 400 rag/dl (durch Einwaage einge- 
stellt) untersucht. Die Wiederf indung lag zwischen 98 
und 102 %. 



Beispiel 7 

Alkalische Phosphatase mit dem Element gemaB Fis. 3. 

Reagenz tragerpapiere der GroBe 6 x-6 x 0,3 mm werden wie 
folgt hergestellt: 1Q pi der Reagenz losungen , die genau 
ein Viertel der Substanzmengen enthalten wie die ver- 
schiedenen Papiere des Beispiels. 2, werden auf ein Papier 
der angegebenen GroBe gegeben. Die Losungen werden vol 1- 
standig aufgesaugt; anschlieBend wird das Losungsmittel 
Wasser durch Lyophilisieren aus den Papiexen entfernt. 

Die beiden Papiere werden in der gleichen Reihenfolge wie 
in Beispiel 2 auf die ersten beiden Positionen des Ana- 
lysenelements von Fig. 3 gelegt. Auf die dritte Position 
wird ein Papier gelegt, das kein Reagenz enthalt. 
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Die Probe wird 1 : 10 mit bidest. Wasser verdiinnt. 15 jil 
dieser verdunnten Losung werden in die Auf tragskammer (9) 
gegeben. Dann wird die Losung in der geschilderten Weise ■ 
auf den ersten ReagenztrMger (5) gebracht. Verweilzeit: 
10 sec. AnschlieBend wird die Losung aus (5) nach (6) in 
ebenfalls bereits geschilderter Art und Weise gebracht. 
Verweilzeit: 10 sec In analoger Weise wird die Losung 
auf das Leervlies (7) gebracht. Verweilzeit: 5 sec. Von 
dort wird die Losung durch langsames Absenken des Stem- 
pels (16) in die Kuvette (21) gebracht. In ihr wird die 
Extinktion bei- 410. nm in Abhangigkeit von der Zeit ver- 
folgt. Aus dem Verlauf der auf gezeichneten Geraden kann. 
mit bekannten kinetischen Bestimmungsverfahren nach Eichung 
mit einem Standard die Aktivitat der alkalis chen Phospha- 
tase in unbekannten Proben bestimmt werden . 

Es wurden verschiedene Kontrollseren, die Aktivitaten 
zwis-chen 30 und 600 U/l enthielten, untersucht. Die Wieder- 
findung lag zwischen 90 und 110 %. 



Bei spiel 8 

Creatinkinasebestimmung mit dem Element gemaB Fig. 3. 

Reagenztragerpapiere der GrSBe 6 x 6 x 0,3 mm werden wie 
folgt hergestellt: 10 yl der Reagenzlosungen, die genau 
ein Viertel der Subs tan zmengen enthalten wie die ver- 
schiedenen Papiere des Beispiels 4, wurden auf ein Papier 
der angegebenen GroBe gegeben. Die Losungen werden voll- 
standig aufgesaugt; anschlieBend wurde das Losungsmittel 
Wasser durch Lyophilisieren aus den Papieren entfernt. 

Die beiden Papiere wurden in der gleichen Reihenfolge wie 
in Beispiel 4 auf die ersten beiden Positioner des Ana- 
lysenelements von Fig. 3 gelegt. Auf die dritte Position 
wurde ein. Papier der gleichen Art, das kein Reagenz ent- 
hielt, gelegt. 
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Die Probe wurde 1 : 25 mit bidest. Wasser verdunnt. 15 jil 
dieser verdunnten Losung wurden in die Auf tragskammer (9) 
gegeben. Dann wird die Losung in der geschilderten Weise 
auf den ersten Reagenztrager (5) gebracht.- Verweiizeit: 
10 sec. AnschlieBend wurde die Losung aus (5) nach (6) in 
ebenfalls. bereits geschilderter Art und Weise gebracht. 
Verweiizeit: 10. sec. In analoger Weise wurde die Losung 
auf das Feld (7) bewegt. Verweiizeit: 5 sec. Von dort 
wird die Losung durch langsames Absenken des Stempels (16) 
in die Kiivette (21) gebracht. In ihr wird in bekannter 
Weise die Extinktion bei 340 nm'in Abhangigkeit von der 
Zeit verfolgt. Nach einer gekriimmten Anf angsphase erhielt 
man einen linearen Verlauf dieser Funktion. Aus diesem An- 
teil wird mit Hilfe von bekannten Auswerteverf ahren fur 
k inetis che Me thoden nach Eichung mit einem Standard die 
Aktivitat an Creatinkinase in einer unbekannten Probe be-, 
stimmt. 

Es wurden verschiedene Humanserumproben mit auf gereinigtem 
Enzym in der Weise aufgestockt, daJ3 man Akti vita ten von 
5 bis 800 U/l erhielt. Vergleichswerte- wurden durch eine 
manuelle Messung gewonnen. Die Wiederfindungen gegenuber 
diesen manuellen Werten lagen zwischen 92 und 110 %. 
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